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メイン(NBD)がもつ ATP 加水分解活性の解析を試みた。MDR1 の膜貫通ドメイン
(TMD)と MDR3 由来の NBD をもつキメラタンパク質(MDR1/3)を作製し、その機能を
解析した。その結果、MDR1/3 は、MDR1 と同様に、構造が異なるビンブラスチンと
パクリタキセルに対する耐性を発現細胞に付与し、さらにカルセイン誘導体を輸送す
ることが明らかになった。次に、MDR3 由来の NBD の性質をより詳細に解析するた
め、ヌクレオチドとの相互作用を ATP の光親和標識誘導体を用いて検討した。その
結果、MDR1/3がもつ MDR3 由来の NBDは、加水分解後の産物である ADP をバナジ
ン酸存在下で強く結合し、それはベラパミルによって増強された。この性質は MDR1
由来の NBD と同じであった。さらに、FreeStyle293-F 細胞を宿主として発現させ精製
した精製タンパク質を用いて、薬剤依存的な ATP 加水分解活性を解析した。ビンブ
ラスチンとベラパミルは、MDR1 と MDR1/3 の ATP 加水分解活性を濃度依存的に誘
導した。しかし、MDR1/3 の ATP 加水分解活性は MDR1 の活性の約 1/10 であった。
一方、精製 MDR3 の ATP 加水分解活性は検出限界以下であった。これらの結果か
ら、MDR1の TMDに連結した MDR3由来の NBDは、MDR1由来 NBDと同様の機構
で ATP を加水分解し、その活性は MDR1 由来 NBD の約 1/10 であるにもかかわら
ず、TMDの構造変化を起こさせ薬剤輸送を駆動できることが明らかになった。 





ファミリーに特徴的な大きな 2 つの細胞外ドメインをもち、これらは HDL 産生過程
において重要な役割を果たすことが知られている。さらに最近、全反射照明蛍光顕微
鏡を用いた一分子観察手法により、ABCA1 が HDL 産生過程において一時的に二量体
化すること、次に二量体化した ABCA1 にアポ A-Iが結合すると、ABCA1 が単量体に
解離することがわかった。また、ABCA1 の ATP 加水分解欠損変異体は二量体を形成













およそ 7.8 × 105分子/cell (3.9 × 1011分子/well)であり、BHK/ABCA1から放出された PC
とコレステロールの量はウェル当たりそれぞれ 230 ngと 47 ngであった。以上の結果
は、ABCA1 が輸送した脂質を一時的に細胞外ドメインに保持していることを示唆し
ており、ABCA1一分子の細胞外ドメイン内には約 560分子の PCと 230分子のコレス
テロールが保持されていると計算された。この値は、これまでに報告されている円盤
状の新生 HDL に含まれる脂質の量とおおよそ一致した。以上の結果から、ABCA1 が








ら、ABCA1 の二量体化に関わるアミノ酸の候補として C 末端ドメインに存在する 3
つのロイシン残基に着目した。ABCA1 の C 末端ドメインに存在する 3 つのロイシン
残基をアラニンに置換した ABCA1-3LA 変異体は、二量体化の効率が大幅に減少する
ことが明らかになった。以上の結果から、L2187、L2194、L2201 の 3 つのロイシン残
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基が、ABCA1 の二量体化に関与することが示唆された。産生される HDL のサイズを
解析した結果、野生型 ABCA1が粒径約 13.5 nmの大型 HDLと粒径約 11.0 nmの小型
HDLの 2 種類の HDLを産生したのに対して、ABCA1-3LA 変異体は大型 HDLの産生
能が低く、主に小型 HDL のみを産生した。大型 HDL と小型 HDL を精製し、それぞ
れに含まれるアポ A-I分子数を解析した結果、小型 HDLは主に 2分子のアポ A-Iを含
んでいたのに対して、大型 HDL は主に 2 分子または 4 分子のアポ A-I を含んでい
た。以上の結果から、ABCA1 の二量体化は、大型 HDL の産生に必要であることが示
された。第二章と第三章の結果から、ABCA1 による HDL 形成モデルを以下のように
提唱した。 
 
1. ABCA1 は PC とコレステロールを細胞膜からタンパク質内部に取り込み、ATP
加水分解による構造変化によって外向きに輸送する。 
2. 輸送された PC とコレステロールは、ABCA1 の細胞外ドメイン内部に一時的に
保持される。 
3. それによって ABCA1 の細胞外ドメインが大きく構造変化し、細胞外ドメイン
の表面にアポ A-I結合部位が現れる。 
4. それと同時に、ABCA1の一部は二量体化する。 
5. 血中のアポ A-Iが ABCA1の細胞外ドメインに直接結合し、細胞外ドメインに保
持された PCとコレステロールがアポ A-Iへ移動する。 
6. 脂質をアポ A-Iに渡した ABCA1は単量体に解離し、細胞膜上を自由拡散しなが
ら 1 からのステップを繰り返す。 
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ABCA1 は HDL 産生過程において一時的に二量体化することが知られていたが、二量
体化に関わるドメインや二量体化の生理的意義は不明であった。 
 








3. ABCA1 の二量体化に C 末端ドメイン中の 3 つのロイシン残基が関わっている可
能性を示した。 
4. ABCA1 の二量体化はコレステロールを多く含む大型 HDL の産生に必要である
ことを示した。 
5. ABCA1による新規の HDL産生モデルを提唱した。 
 
 以上のように、本論文はこれまで不明であった MDR3 と ABCA1 がもつ特徴的なド
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